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^ (57) Abstract: The invention concerns the use of myeloperoxydases for obtaining oxidised lipoproteins and corresponding mono- 
1/^ clonal antibodies. Various fractions of oxidised LDL are isolated and novel monoclonal antibodies are obtained from said fractions. 
ID Said antibodies are suitable for diagnostic, preventive or therapeutic use. Several productive lines of said antibodies have also been 
O isolated and characterised. The invention also concerns tests and related kits for diagnosing and determining cardiovascular risk. 

in 

2 (57) Abr^ge : ^invention concerne T utilisation de myeloperoxydases pour Tobtention de lipoprot^ines oxyd^es el des anticorps 
monoclonaux correspondants. Differentes fractions de LDL oxydees sont isol^es et de nouveaux anticorps monoclonaux sont obte- 

^ nus a partir de ces fractions. Ces anticorps sont aptes a etre utilises dans un but diagnostique, pr^ventif ou therapeutique. Plusieurs 
lignees productrices de ces anticorps ont egalement €i€ isol6es et caract^risees. Uinvention propose aussi des tests et des kits associes 

^ pour le diagnostic et la determination du risque cardiovasculaire. 
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Fractions de L DL oxydees, anticorps correspondants, 
precede d^obtention et utilisation a but 
diaqnostique ou therapeutique 

5 

La presents invention concerne 1 ' utilisation de 
myeloperoxydases pour I'obtention de lipoproteines oxyd6es 
et des anticorps monoclonaux correspondants, les fractions 
de LDL oxyd^es et les nouveaux anticorps monoclonaux 

10 obtenus a partir de ces fractions, les lignees 

productrices de ces anticorps, 1 ' utilisation diagnostique 
et therapeutique de ces anticorps et lignees, en 
particulier un test diagnostique pour la determination du 
risque cardio-vasculaire ainsi que des kits d ' application 

15 diagnostique. 



La my§loperoxydase (MPO) est une enzyme present© dans les 
neutrophiles et monocytes, apte a catalyser les reactions 
d'oxydation dans I'espace sous-endothelial . II est bien 
connu que cette oxydation fait intervenir, ^ partir de 
peroxyde d'hydrogene, I'acide hypochloreux produit en 
presence de la MPO et de chlorure. 

Par ailleurs on sait que les lipoproteines de faible 
densite (Low Density Lipoprotein, LDL) , sous forme 
oxydees, sont impliquees dans certaines affections 
cardiovasculaires, en particulier 1 ' atherosclerose . On a 
ainsi rapporte la presence de LDL modifiees par I'acide 
hypochloreux dans des lesions ath§romateuses . 

Le test base sur ces lipoproteines actuellement utilise 
pour definir la propension d'un patient donne a developper 
des maladies cardiovasculaires fait appel a un agent 
pro-oxydant tres puissant et non physiologique, le sulfate 



COPIE DE CONFIRMATION 
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de cuivre (CUSO4) . Ce test est toutefois peu precis et se 
deroule dans des conditions tres eloign^es des conditions 
in vivo, 

5 De nombreuses autres methodes de diagnostic et d' analyse 

se basant sur les produits d'oxydation des LDL ont et6 
divulguees. On peut citer a titre d'exemple les documents 
de brevet 5.874.313, WO 98/21581, WO 99/08109, WO 
98/12561 et WO 98/10294, Ce dernier document propose une 

10 methode diagnostique basee sur la mesure de la 

concentration en 3-chlorotyrosine dans les liquides 
biologiques et les tissus, cette substance 6tant produite 
sp6cif iquement par le systeme MPO/CI/H2O2. On mentionne 
dans ce document que la mesure peut eventuellement §tre 

15 menee par immunoessai a I'aide d' anticorps produits centre 

la 3-chlorotyrosine . 

Le document de brevet WO 98/59248 (PCT/BE98/59248 ) 2 
divulgue un precede d' immuno-d6tection de LDL oxydees et 
20 modifiees par la malondialdehyde (MDA) et des anticorps 

associes. L'oxydation ne simule cependant pas de maniere 
optimale le processus naturel. 

Un des buts de la pr6sente invention est de proposer un 
25 test diagnostique capable de mesurer des param^tres 

permettant une detection plus precise et plus precoce des 
patients a risque, en se r6ferant a un processus oxydatif 
des LDL survenant in vivo. 

30 La mise au point de ce test a fait intervenir une 

myeloperoxydase . On peut en particulier utiliser une 
myeloperoxydase recombinante humaine aux propri6t6s 
identiques a celles de la myeloperoxydase naturelle. 

35 La presente invention propose egalement des anticorps 
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monoclonaux, ainsi que les hybridomes correspondants, 
capables de reconnaitre des fractions specifiques de 
lipoproteines oxydees par I'acide hypochloreux, par 
example en presence de myeloperoxydase, et done d'etre 
utilises pour 1 ' inununodetection et le dosage de ces 
lipoproteines oxydees. Pareil dosage peut avantageusement 
refleter un facteur de risque cardio-vasculaire. 

Selon un aspect de 1' invention, on propose de maniere 
generale un test pour la determination du risque 
cardio-vasculaire d'un patient comprenant les etapes 
suivantes qui seront explicitees ulterieurement : 

- fixation d'un anticorps monoclonal anti-fraction B sur 
une plaque 

- extraction des LDL oxydees du plasma par adsorption sur 
1' anticorps monoclonal 

- reconnaissance des LDL fixees ^ I'aide d'un anticorps 
polyclonal anti-apoB 

- revelation par un marqueur qui peut &tre par example 
une peroxydase couplee a 1' anticorps polyclonal ou un 
anticorps de detection, p.e- si 1' anticorps polyclonal 
antiapo-B est un anticorps de lapin, un anticorps de 
chevre anti-IgG(Fc) de lapin couple ^ la phosphatase 
alcaline 

- determination de la concentration en LDLox. 

Selon un autre aspect de 1* invention, on a constate que la 
Vitesse d'oxydation des LDL d'un patient donne constitue 
une methode prometteuse pour definir la propension de ce 
patient donne a developper des maladies cardiovasculaires . 
Comme deja 6voque, un des principaux facteurs intervenant 
a un stade precoce dans la formation de la lesion 
d'atheromatose est la peroxydation des LDL*. Comme les LDL 
oxydees (oxLDL) sont tres rapidement captees par les 
macrophages de la parol arterielle, la mesure de leur 
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concentration seule pourrait n'etre pas representative de 
leur production in vivo. Par centre, la susceptibilite 
des LDL, d'un sujet donne a subir des donunages 
peroxydatifs peut etre evaluee par un test in-vitro, 

5 

Selon encore un autre aspect de 1' invention on propose un 
test base sur la detection d' autoanticorps naturels dans 
le plasma, diriges contre des LDL oxydees naturellement 
par la myeloperoxydase 

10 

Selon encore un autre aspect de 1' invention, on propose 
une methode de traitement immunotherapeutique consistent a 
traiter le sang d'un patient pour en retirer les antigenes 
LDL oxydees. Cette methode consiste a faire passer le sang 

15 , ou une fraction de sang, d'un patient dans un systeme ou 

il entrera en contact avec des anticorps anti-fraction B 
immobilises par une fraction B de LDL oxydee, par exemple 
sur une colonne d ' immunoadsorption, avant d'etre retourne 
au patient, le sang ou la fraction de sang etant au moins 

20 partiellement debarrasse desdites LDL oxydees. 



DESCRIPTION DETAILLEE DE L' INVENTION 

25 

L' invention est decrite plus, en detail en se r6ferant a 
des modes particuliers de realisation decrits ci-aprfes et 
aux figures annexees a titre d' exemple non-limitatif s . 

30 Dans ces annexes, 

- la Fig- 1 est un chromatogramme de LDL oxydee selon 
1' invention montrant la separation des sous-fractions 
B, C, D, 

- la Fig. 2 represente un graphique des concentrations 
35 en sous-fractions en fonction du temps d'oxydation. 
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- - la Fig. 3 illustre la reconnaissance de la sous- 
fraction B par 3 anticorps monoclonaux selon 

1' invention, 

- - les Figs. 4a a 4c illustrent la specif icite des 

5 anticorps vis a vis des Epitopes reconnus, au moyen de 

test ELISA de competition, 

- - la Fig. 5 illustre les resultats de test ELISA 
sandwich de mesure de LDL oxydees circulantes pour 13 
patients et un temoin negatif, 

10 - - la Fig. 6 est un schema illustrant la procedure pour 

un test de mesure de sensibilite a I'oxydation ex-vivo 
de LDL 

- - la Fig. 7 illustre le resultat de tests selon la Fig. 
6 pour 33 patients par rapport a une population 

15 controle. 



Un des buts de 1 ' invention est de proposer des anticorps 
specif iquement diriges centre certaines sous-fractions de 
20 LDL oxydees telles qu'elles sont generees dans les 

systemes biologiques- Ces fractions de LDL oxydees 
peuvent etre preparees par oxydation avec le systeme 
HaOa/chlorure generant I'acide hypochloreux en presence 
d'une myeloperoxydase . 

25 

On decrit ci-apres I'obtention de myeloperoxydase, 
1' oxydation de LDL, la separation des fractions obtenues, 
la production d'hybridomes et la production d' anticorps 
30 specif iques aux fractions oxydees, ainsi que 1 * utilisation 

de ces anticorps pour le detection et le dosage de LDL 
oxydee dans un but diagnostic ou therapeutique . 
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1. Production de la myeloperoxydase 

La myeloperoxydase peut etre produite a partir du clone 
CHO producteur de la myeloperoxydase recombinante MPOr. Le 

5 clone qui a ete utilise dans le cadre de la pr6sente 

invention est le clone 24-1-7-57 et a ete mis en culture 
Opticell (Charles River) . Dans ce systeme les cellules 
adherent a un support de ceramique (Opticore) de 4.500 
cm2 de surface et le milieu de culture est perfuse en 

10 continu. Plusieurs parametres sont controles en 

permanence: le pH, la temperature, la teneur en oxygene, 
en C02, et la concentration en glucose. 

Chaque jour, les concentrations du milieu en lactate et 
15 en glucose sont mesurees ainsi que I'activite 

peroxydasique due a la myeloperoxydase synthetisee et 
secretee dans le milieu. 

La culture peut etre maintenue pendant 2 mois. Le 
20 maximum de production se situe aux environs de 30 jours. 

Tous les 3 jours environ, I'entierete du milieu de culture 
est recoltee, centrifugee et conservee. 

Alternativement, les cellules peuvent etre maintenues en 
25 culture en « cell factory », le surnageant de culture 

etant aussi recolte tous les 3 jours, et la culture 
pouvant etre maintenue 2 mois. 

Avant chaque purification, il est necessaire de purifier 
30 les surnageants de culture afin d'en 61iminer les debris 

cellulaires. A cette fin, un systeme de filtration 
compose d'une pompe peristaltique ^ haut d6bit (Watson 
Marlow 505 s) et d'un filtre tangentiel (Ultrasette, 
Filtron) ont ete utilises. 

35 
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Cet appareillage permet la filtration et la 
concentration simultanees de surnageant de culture avant 
le depot sur la colonne. Apres une concentration de 10 
fois, le surnageant est dilue environ 2 fois jusqu'a 
atteindre la resistivite de 4mS/cm, equivalente a celle du 
tampon d' equilibrage de la colonne. Aucune perte en MPO 
n'a ete detectee dans le filtrat analyst par Western 
blot, et par centre par ELISA, une perte d' environ 0,7% y 
a ete relevee. 

Ce systeme de filtration tangentielle s'avdre done 
extremement utile et fiable pour le traitement de grands 
volumes de surnageant de culture a purifier. 

A chaque purification, environ 10 1 de surnageant de 
culture flltres, concentres et equilibres au niveau du pH 
et de la force ionique sont deposes sur une colonne de Q 
Sepharose Fast Flow (10 cm x 20 cm, 157 0 ml de gel) 
equilibree en tampon de phosphate 20 mM pH 7,5. Cette 
colonne echangeuse d' anions, retenant les contaminants - 
principalement les proteines seriques, est directement 
connectee a urie colonne de CM-Sepharose (3,5 cm x 15 cm), 
echangeuse de cations sur laquelle la MPOr est retenue et 
est eluee a 1 ' aide d'un Gradient de NaCl de 0 ^ 0,6 M 
(900 ml). La MPOr est decrochee a la concentration 
d' environ 0,28 M NaCl et sort sous forme d'un pic 
proteique unique. L'activite peroxydasique est 
parfaitement superposable au pic mesure k 280 nm. 

L' analyse de la purete des fractions eluees a et€ 
realisee par electrophorese sur gel en conditions non 
reductrices et en presence de SDS. A la coloration au 
bleu de Coomassie, la NIPOR apparait sous forme de 2 
bandes de 84 et 94 kDa. Cette seconde bande de 94 kDa est 
immunoreactive et correspond a une fraction mineure de la 
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MPO. 

Les fractions ont et6 dosees pour la concentration en 
proteines (dosage de Lowry) et en activite peroxydasique 
5 (o-dianisidine comme substrat) . La fraction la plus 

active correspond au sommet du pic d'elution et de 
chloration (avec le monchlorodimedon comme substrat) - 

Selon les analyses des sucres deja effectuees, les deux 
10 bandes de 84 et 94 kDa correspondent a des formes de 

proMPO exposant des degr6s de glycosylation differents. 
La bande de 84 kDa correspondrait ma joritairement a la 
proteine exposant des chaines glysosylees riche en 
mannose, tandis que la forme de 94 kDa presenterait des 
15 chaines de glycosylation complexe, allant jusqu'a I'acide 

sialique . 

A partir de 80 1 de surnageant de culture, 370 mg de MPO 
pure ont ete obtenus, soit environ 4,5 mg/1. La MPO 
20 recombinante apparait sous forme de 2 bandes de 84 et 94 

kDa, ayant la meme sequence prot6ique, mais differant par 
la nature de leurs glycosylations . 

2 Production de sous~f ractions de LDL oxydees par la 

25 mye 1 ope r oxydase 

Les alterations oxydatives pouvant survenir au niveau des 
LDL sont principalement de deux types, d'une part la 
peroxydation des lipides et d' autre part des modifications 

30 oxydatives au niveau de I'apoB. L'un des modeles utilise 

le plus couramment pour declencher une oxydation des LDL 
in vitro est base sur 1 ' utilisation du cuivre (Cu++) comme 
agent oxydant (Esterbauer et al-). Ce modele evalue au 
couxs du temps 1 ' augmentation des produits de degradation 

35 des composants lipidiques des LDL et renseigne 
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principalement sur le statut en antioxydant de ces 
lipoproteines . Cependant, 1 • utilisation du Cu++ comme 
agent pro-oxydant reste tres controversee etant donne que 
son implication au niveau des pathologies 

cardiovasculaires n'a pas ete demontree de faq;on formelle. 
Par contre, d'autres agents oxydants tela que I'acide 
hypochloreux, genere par la MPO, semble bien figurer parmi 
les principaux initiateurs de la formation des cellules 
spumeuses et done dans le developpement de plaques 
d'atheromes. En effet, 1 • implication de la MPO dans 
I'oxydation in vivo et dans la pathogenie des maladies 
cardio-vasculaires est fortement suggeree par la presence 
de MPO et de derives oxydes de la tyrosine, notamment la 
dityrosine ou encore la 3-chlorotyrosine, dans les lesions 
atheromateuses . La MPO utilise en fait le peroxyde 
d'hydrogene (H202) comme substrat pour oxyder les 
halogenures tels que les ions chlorure, permettant ainsi 
la formation d'acide hypochloreux, agent tres toxique et 
microbicide. II est important de noter que, contrairement 
au cas des ions metalliques, les degats oxydatifs 
engendres par la MPO concernent principalement les 
proteines et particulierement 1 ' apoproteine B dans le cas 
des LDL. 



Conditions d'oxydation des LDL 

Afin d'illustrer 1' aspect de 1' invention base sur des 
alterations de LDL engendrees par la MPO, I'apport du 
substrat peroxyde d'hydrogene a ete effectue suivant deux 
voies : production progressive de peroxyde d'hydrogene 
derivant de la transformation du glucose par la 
glucose-oxydase d'une part, ajout direct de peroxyde 
d'hydrogene dans le milieu d'oxydation d' autre part. 
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Les conditions d'oxydation a la MPO sont les suivantes : 

Systeme MPO/Glucose-oxydase 
278 mg prot . LDL 
5 40 U MPO (unites peroxidasiques, avec 

1 ' o-dianisine comme substrat) 
90 min a BC'C 

Systeme MPO/H2O2 
10 1,6 mg proteme LDL 

8 U MPO 
1 mM H202 
5 min a 37**C 

15 La separation des sous-fractions de LDL oxydees peut etre 

effectuee en utilisant une chromatographie du type Fast 
Protein Liquid Chromatography (FPLC) avec une colonne 
echangeuse d' anions Mono Q. Les differentes sous-fractions 
de I'oxydation presentent en effet des charges 

20 electronegatives en fonction de leur degre d ' alteration . 

On a constate que des fractions (A, B, C . . . ) peuvent 
ainsi etre 61uees de la colonne en utilisant des tampons 
contenant des concentrations croissantes en NaCl. 

25 Apres optimalisation des conditions d'elution, les 

coefficients de variation obtenus pour les differentes 
fractions de LDL oxydees ont montr6 une bonne 
reproductibilite de la technique utilisee (CV<5 % pour des 
pics ma joritaires) . 

30 

La Fig, 1 illustre I'excellente separation des fractions 
oxydees B, C et D obtenues avec allongement des plateaux 
salins correspondant au passage des fractions. 
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Les resultats de FPLC montrent clairement que les degats 
oxydatifs lies a la MPO surviennent dans les 5 premieres 
minutes quelque que soit le systeme oxydatif (glucose/ 
glucose oxydase ou H2O2) . 

5 

La Fig. 2 illustre la cinetique d' apparition des fractions 
oxydees avec le peroxyde d'hydrogene (MPO/H2O2) pour des 
concentrations d'H202 de 179 pM. On constate qu'apres 5 
minutes, la reaction est pratiquement terminee. 

ID 

Caracterisation des sous-fractions de LDL oxydees 
Electrophorese sur gel 

Les Electrophoreses pratiquees apres un stress oxydatif 
15 montrent que les degats causes par le systeme 

MPO/Glucose-oxydase consistent surtout dans des 
fragmentations de la proteine apoB alors que le systeme 
MPO/H202 donne principalement lieu a des agregations. 

20 Dans le systeme MPO / glucose-oxydase, on constate une 

diminution de la proportion en acides gras polyinsatures 
au niveau des phospholipides de la fraction D par rapport 
a la fraction native. 

25 Alteration de la composition en acides gras 

% dans fraction native fraction D 

Acide Arachidonique (C20:4 n-6) 8,2 . 6,3 

Acide Eicosapentaenoique (C20:5n-3) 1,3 0,9 
30 Acide Docosahexaenoique {C22:6 n-3) 4,6 3,1 

Les fractions oxydees obtenues par le systeme MPO/H202 ne 
montrent, quant a elles, aucune modification significative 
de .la composition en acides gras. Ces resultats indiquent 
35 que I'oxydation induite par la glucose-'Oxydase cause des 
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degats peroxydatif s au niveau des acides gras 
polyinsatures des LDL, ce qui n'est pas le cas pour le 
systeme MPO/H202. 

5 On ne note pas de differences de composition au niveau des 

esters de cholesterol, ni des triglycerides dans les 2 
systemes d ' oxydation . 

On a constate que les fractions issues de 1* oxydation par 
10 le systeme MPO/ Glucose-oxydase sont le resultat d'une 

attaque de la MPO suivie de diverses reactions 
radiculaires tandis que les fractions derivant de 
1* oxydation par le systeme MPO/H2O2/ semblent etre tout-a- 
fait specif iques d'une attaque par la MPO. 



15 



Ce dernier systeme sera done pr6f6re pour la realisation 
de 1' invention. 



3, Production et caracterisat ion des anticorps monoclonaux 

20 

Les antigenes centre lesquels sont diriges les anticorps 
monoclonaux de la presente invention sont constitu6s par 
les differentes fractions oxydees des LDL, plus 
particulierement cependant contre la fraction B. 

25 

Les LDL de patients semblant s ' oxyder plus rapidement que 
celles de sujets normaux, un des buts de 1 ' invention est 
de pouvoir differencier les fractions tres oxydees 
(fractions C et D) de fractions pas ou peu oxydees 
30 (fractions A et B) afin de pouvoir determiner 

quantitativement la presence de la fraction B. 

L' invention concerne egalement les hybridomes utilisables 
pour la production des anticorps susmentionnes . 
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Les hybridomes sont obtenus par exemple de maniere 
classique par fusion de cellules de my^lome non 
secretrices P3 x 3Ag8.653 (ATCC CRL-1580) avec les 
cellules spleniques de la souris iiranunisees, en presence 
de polyethylene glycol 4.000. 

Les cellules fusionn§es sont reparties dans des boites de 
96 puits pr^incub^es avec des macrophages peritoneaux de 
souris en presence d'un milieu de selection contenant de 
1 ' hypoxantine, aminopt§rine et thymidine. Le milieu est 
remplac6 au jour 7 par un milieu non selectif . Deux 
semaines apres la fusion, les surnageants des clones sont 
cribles pour la presence d'anticorps specif iques sur 
chacune des fractions A S D de LDL oxydee, ainsi que sur 
la MPO. 



0 



Dans ces tests, I'antigene purifie (fraction de LDL 
oxyd6e) est fixe sur la plaque et le surnageant, seul ou 
en competition avec une fraction purifiee, est depose sur 
la plaque. L'anticorps fix^ est ensuite revele par un 2eme 
anticorps dirig6 centre les IgG de souris et couple a la 
phosphatase alcaline. 

On a ainsi pu obtenir deux types d'anticorps monoclonaux 
reconnaissant specif iquement des LDL alterees par la MPO. 
L'un reconnait la sous-fraction B, 1' autre reconnait la 
sous-fraction C et la sous-fraction D. 

Au vu de la caract^risation des fractions obtenues par 
les deux syst^mes d'oxydation ( H2O2, glucose oxydase), 
les deux anticorps reconnaissent des epitopes differents. 

En effet, l'anticorps anti-fraction B reconnaitrait une 
alteration precoce engendr^e principalement par I'HOCl 
alors que l'anticorps anti-fraction C/D serait dirig6 
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centre des degats engendres non seulement par I'HOCl mais 
aussi par d'autres reactions et/ou rearrangements 
radicalaires obtenus par I'oxydation due au systeme 
MPO-glucose oxydase. Avec le systeme MPO/H2O2 on 
5 n' observe pas de fraction D. 

Production d'anticorps monoclonaux de specif icite 
anti-fraction B 

10 Un anticorps monoclonal dirige centre un epitope peu oxyde 

des LDL (fraction B) a 6te caracterise. Les souris ont 
ete immunisees selon le meme protocole que precedemment , a 
la difference que I'antigene fraction B a ete injecte en 
presence d'hydroxyde d' aluminium* Cette fraction B a ete 

15 oxydee a I'aide de MPO en presence d*H20 . Quatre 

hybridomes AG9, AE2, EB2 et EF2 s§creteurs d'anticorps 
monoclonaux diriges contre la fraction B des LDL ont ete 
obtenus . 

20 Les surnageants des sous-clones de AE2, AG9, EB2 et EF2 

ont ete testes non seulement pour leur sp6cificit6 
antigenique contre les differentes fractions mais aussi 
pour leur appartenance aux differentes classes et sous- 
classes d' immunoglobulines • Ces clones sont de classe IgG 

25 et de sous-classe IgGl, la chaine legere est de type K. 

Ces hybridomes secretent des anticorps monoclonaux de 
specificite dirigee contre la fraction B oxydee par la 
rMPO. Trois hybridomes secreteurs ont ete adaptes 
progressivement a la culture sans serum en milieu 

30 hybridoma SFM (Life Technologies) . 

Les surnageants de ces 3 hybridomes secreteurs ont ete 
purifies par passage sur une colonne de Proteine 
A-Sepharose CL-4B conditionn6e en PBS a pH 8. L'elution a 
35 ete realisee en acide citrique 0,1M a differents pH, (6,5 
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IgGl - 4,5 IgG2a - 3 IgG2b) • 

Production des IgG monoclonales specifiques de la 
5 fraction B 

mg totaux 
Fraction 1 1, 3 mg 

Fraction 2 2, 6 mg 

4,53 mg 
2, 6 mg 

La reconnaissance de I'antigene fraction B oxydee par les 
3 anticorps monoclonaux est tres semblable et est 
illustree a la FIG. 3 (antigene Box) 

Le tableau suivant presente les caracteristiques de 
quelques anticorps monoclonaux isoles dans le cadre de la 
presente invention en adoptant le processus susmentionne . 



25 



anticorps monoclonaux 


specificity 
(fractions de LDL oxyd6es) 


typage 




A 


B 


C 


D 


cha!ne 
lourde 


chalne 


I4A2G6 






+ 




IgGl 


K . 


10GlEnE9 










IgG2a 


K 


5C4B5EM 






+ 


+ 


IgM 


K 


9B5D6E6 








+ 


IgM 


K 


IE3E4C9 








+ 


IgM 


K 


AG948F4A2 




+ 






IgGl 


K 


EB2E9G621H2 




+ 






IgGl 


K 


EB2G3G2 










IgGl 


K 


3H5 


+ 


+ 


+ 








7F8 




+ 


+ 








8BI 


+ 













clone 
AG948F4A2 

10 EB2E9G62IH2 
EB2G3G2 
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Les hybridomes AG948F4A2, EB2E9G621H2, EB2G3G2 et 14A2G6 
ont ete deposes au BCCM (Belgian Coordinated Collections 
of Microorganisms le 19 decembre 2001 sous les numeros 
provisoires suivants : 
5 1) 14A2G6 — > LMBP 5828CB 

2) AG948F4A2 — > LMBP 5829CB 

3) EB2E9G621H2 — > LMBP 5830CB 

4) EB2G3G2 — > LMBP 5831CB 

10 Caracterisation des anticorps monoclonaux 

Specif icite de 1' epitope 

Des test ELISA competitifs ont ete men6s afin de demontrer 
15 I'identite ou la difference des epitopes reconnus par les 

anticorps selon 1' invention. 

Ces test ont §te realises sur une plaque couverte de 
LDLox. On ajoute un anticorps marque mis en competition 
20 avec des concentrations croissantes des autres anticorps 

non marques. Une diminution du signal signifie une 
competition pour le meme epitope. Par centre si 
1' anticorps marque reconnait un epitope different de celui 
du competiteur, il n'y aura aucune inhibition du signal. 

25 

Le marquage des anticorps a 1' iode 125 a ete realise a 
I'aide de billes lODO-Beads (Pierce) porteuse de 
chloramine-T. Ces anticorps marques ont ete purifies sur 
des colonnes de 5ml de resine Sephadex-G25 Fine 
30 (Pharmacia) et caracterise par precipitation au TCA. 

Les figures 4a-b-c representent les graphiques des 
tests ELISA de competition entre un anticorps marque 
(AG948F4A2, EB2G3G2, 14A2G6) et les autres anticorps 
35 monoclonaux non marques. 
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Etant donnee 1' inhibition du signal, on peut conclure que 
les trois anticorps diriges contre la fraction B des LDL 
oxydees, quoique presentant un comportement different, 
5 reconnaissent au moins una partie du meme epitope. Par 
contre, 1' anticorps 14A2G6 reconnait un epitope different 
des autres anticorps, son signal restant constant en 
presence des autres anticorps. 

10 Affinite des anticorps 

L'af finite de plusieurs anticorps selon 1' invention a ete 
estimee en realisant des test ELISA competitifs comme ci- 
dessus, la seule difference etant la mise en competition de 

15 1' anticorps marque avec son homologue froid. On a observe 

que les anticorps ont une affinite de I'ordre de 5x10"^ M 
pour EB2E9G621H2, EB22G3G2, AG948F4A2 et d' environ 10"^ M 
pour 14A2G6. Ces valeurs ont ete mesurees en prenant la 
concentration en anticorps induisant un pourcentage 

20 d' inhibition egal a 50%. 

Specificite de la reconnaissance des anticorps monoclonaux 

On a demontre que les quatre anticorps monoclonaux 
25 susmentionnes sont specifiques des LDL oxydees par le 

systeme myeloperoxydase . Des test ELISA ont ete effectues 
avec des LDLs fraiches et agees de 2 jours, des LDL en 
presence d'HOCl et de LDL oxydees par du H2O2 (ImM et 2mM) , 
chaque fois en absence de rMPO, ainsi qu'avec I'ApoBlOO 
30 native et oxydee, les HDL , I'Apo A-I native ou oxydees par 
la MPO, et les VLDL natives et les VLDL oxydees. Seul 
I'oxydation par le HOCl fournit des produits 
reconnaissables par ces anticorps. 
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On a note cependant que I'anticorps 14A9G6 est moins 
specifique et reconnait aussi les VLDL oxydees par la 
my61operoxydase . 

5 On sait par ailLeurs que ces anticorps ne reconnaissent pas 
non plus la fraction B des LDL oxydees au cuivre ou au MDA. 

On a observe par ailleurs une equivalence des 
reconnaissances des LDLox et de I'ApoBlOOox , ce qui 

10 demontre que I'oxydation des LDL par la MPO dans les 
conditions decrites, provoque I'oxydation de la partie 
proteique des LDL. Cette equivalence permet par ailleurs, 
de maniere . avantageuse, d'utiliser I'ApoBlOOox comme 
standard dans les tests diagnostics faisant intervenir les 

15 anticorps selon 1' invention. 

On a egalement demontre que les anticorps selon 1' invention 
se conservent tres bien au moins pendant deux ans a 4®C, - 
20''C et -80°C (en presence de glycerol pour -20''C) . Ces 
20 anticorps seront de preference conserves aux environs de 
-20^C ou de -80^*0. 

4. Test ELISA des LDL naturellement oxydees circulantes 
dans le plasma 

25 

Des tests ELISA mesurant les LDL oxydees par la MPO dans 
la circulation ont ainsi ete developpes dans le cadre de 
la presente invention. 

30 Ces tests ne faisant pas appel a un oxydation ex vivo des 

LDL (constituant une phase tres delicate) , peuvent etre 
realises en routine. 

Un des tests selon une mise en oeuvre de 1* invention peut 
35 se resumer de la fagon suivante : 
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~ fixation de I'anticorps monoclonal anti-fraction B sur 
la plaque 

- extraction des LDL oxydees du plasma par adsorption sur 
1 ' anticorps monoclonal 

5 - reconnaissance des LDL fixees a I'aide d'un anticorps 

polyclonal anti-apoB couple a la peroxydase 

- revelation par un melange d'H202 / ortho-phenylene 
diamine (lecture de la densite optique a 490 nm) 

- determination de la concentration en LDLox dans 

10 1 'echantillon grace a une gamme standard de la fraction B 

de LDL oxydees par la MPO et isolees par FPLC (fraction 
Box) ou grace a une gamme d'ApoBlOO oxydee. 

Pour confirmer la faisabilite du test selon 1' invention, 
>5 un standard de la fraction (Box) de LDL oxydees a ete 

applique a des concentrations croissantes (de 0 a 24 pg de 
proteine par puits) . Les 3 anticorps monoclonaux 
{EB2E9G621H2, EB2-g3g2 et AG948F4A2) reconnaissant la 
fraction B oxydee ont ete testes. 

20 

Les resultats montrent une bonne reponse des 3 anticorps 
vis-a-vis des concentrations croissantes de standards, 
lineaire dans une premiere phase et atteignant un plafond 
pour les concentrations plus elevees. Ce plateau peut 

25 etre explique par la limite superieure de detection du 

test et/ou par une perturbation due a la presence de NaCl 
dans la fraction Box (plus importante lorsque la 
concentration en Box augmente) . Chaque courbe a ete 
reproduite plusieurs fois avec la meme fraction Box et 

30 montre une bonne reproductibilite . 

Cependant, des fractions Box derivant de deux oxydations 
differentes ne generent pas des courbes standards 
identiques. En fait, la separation par FPLC permet une 
35 separation en fonction de la charge electrique, mais ne 
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renseigne pas sur la nature chimique de 1 'epitope • 



Afin d'obtenir un standard pur pour les analyses de 
5 fraction Box, standard reconnu specif iquement par les 

anticorps monoclonaux, selon 1' invention, on propose 
d'utiliser des LDLox delipides, ce qui correspond a I'Apo 
BlOO oxydee purifiee a partir de LDL oxyd6es par la MPO, 
selon le protocole suivant (decrit par Socorro et Camero, 
10 J. Lipid Research : 20, 631, 1979) . 

Les LDLox selon 1' invention, mises dans une solution de 
tampon 50 mM Tris/HCl pH 8,8 sont deposees sur une colonne 
(1,5 X 15 cm) de DEAE- Sepharose CL-6B (Pharmacia) et 
!5 immediatement, un gradient lineaire de Triton X-100 de 0 a 

2% est applique (60ml) . Apres elution des lipides avec le 
detergent, I'apo LDL (apo BlOO ox) est eluee par le tampon 
50 mM Tris/HCl pH 7.4, contenant IM NaCl. 

20 L'apo BlOO ox, analysee par electrophorese en gel de 

polyacrylamide presente une bande unique immunoreactive 
avec 1' antiserum anti apo BlOO et avec les anticorps 
monoclonaux . 

25 Par ailleurs, la conservation des fractions peut etre 

f avorablement effectuee en presence de glycerol ou de 
sucrose . 



La courbe dose-reponse de LDL natives (a concentration 
30 plasmatique) a egalement ete testee en parallele avec le 

plasma original correspondant - Comme attendu, des 
concentrations croissantes de LDL natives engendrent une 
augmentation proportionnelle du signal. Cependant, la 
reponse obtenue pour le plasma est nulle ou nettement 
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inferieure ^ celle des LDL natives. Ceci indique qu'un 
(ou plusieurs) composant (s) du plasma peu(ven)t inhiber 
la reconnaissance des LDLox par les monoclonaux. 

5 Parmi les composants plasmatiques susceptibles 

d'influencer la liaison de LDLox avec le monoclonal, on 
peut distinguer deux grandes categories : 

-les lipoproteines, et notamment les particules contenant 
de I'apoB (LDL natives et VLDL) 
10 -les prot^ines 

On a confirme la fiabilite du test, en verifiant que 
I'apoB non modifiee par la MPO, et presente sur les LDL 
ainsi que sur les VLDL, ne pouvait entrer en competition 
avec I'apoB modifi6e, au niveau de I'anticorps monoclonal. 



15 



20 



La courbe dose-reponse pour les LDL natives montrent un 
signal qui pourrait correspondre a la presence d'une 
petite proportion de LDL oxyd^es dans ces LDL natives. 

On a egalement v6rifi6 que I'albumine n ' interfere pas au 
niveau de la liaison anticorps-antigene . 

Plusieurs solutions sont proposees pour §liminer ou 
25 minimiser les interferences observ6es dans le plasma. 

Tout d'abord, 1 * 6chantillon peut §tre pre-purifie en 
utilisant des membranes semi-permeables permettant 
d'eliminer des molecules jusqu'a 100.000 Da. D' autre 
30 part, les IgG peuvent etre ecartees par des techniques 

d ' immunoprecipitation . 

On a cependant observe que les interferences peuvent etre 
limitees par la dilution de 1 ' echantillon . En effet, il 
35 a ete observe une augmentation de 1 ' interference pour de 



wo 02/50550 



22 



PCT/EPO 1/15279 



faibles dilutions du plasma, alors que des dilutions plus 
importantes tendent a limiter ces perturbations. D* autre 
part, en parallele avec une dilution de 1 • echantillon, 
differentes techniques connues en soi permettent 
5 d' amplifier le signal. 

A titre d'exemple une variante pr§feree du test de mesure 
directe de LDLs naturellement oxydees circulantes consiste 
en un test ELISA sandwich decrit ci-apres : 

10 

- revetement de plaques F 96 maxisorb nunc immuno plate No 
4 4 2 3 0 4 avec les anticorps monoclonaux (100 pl/puits) 

plaque no 1 Mab AG 948 F4 A2 (anti B) a 5,3 ng/puits 
15 plaque no 2 Mab EB 2 A 9 G 6 21 H2 (anti B), a 5,3 

ng/puits 

plaque no 3 Mab EB2 G3 G2 (anti B) a 5,3 ng/puits 
dans le tampon 50 mM carbonate/bicarbonate, pH 9,6 

20 

- Saturation des plaques en caseine 0,1 % apres lavage en 
TBS Tween, 60 min a 37 deg C 

- disposition des echantillons : plasma dilue 10 fois dans 
du PBS pH 7,5 (H2O HPLC), 60 min a 37 deg C, puis lavage 

25 par TBS Tween. Idealement un t6moin negatif et un standard 

B oxyde sont egalement disposes sur la plaque. 

- fixation du 2eme anticorps : anticorps polyclonal de 
lapin anti apolipoproteine B 100 a 1 pg/ml, 60 min a 37 
deg 

30 - fixation de 1' anticorps couple : anticorps de chevre 

anti IgG(Fc) de lapin couple a la phosphatase alcaline 
(Promega, cat no S3731), dilu6 7500 fois dans le tampon de 
caseine, 

- revelation : a I'aide du substrat de la phosphatase 
35 alcaline : para nitrophenyl phosphate a 1 mg/ml dans le 
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tampon diethanolamine pH 9,8. 

On constate que les 3 anticorps fournissent des resultats 
comparables . 

5 

Un example de resultats est repris a la FIG. 5 pour 13 
patients et un, temoin negatif (50 min de revelation) en 
utilisant 1* anticorps EB 2 A 9 G 6 21 H2 deja mentionne. 

0 En reproduisant le test avec des echantillons de plasma 

dilues 50 x les resultats sont identiques. 



5. Test de type ELISA de mesure de sensibilite a 
15 I'oxydation ex-vivo des LDL 

Selon 1' invention, les caracteristiques cinetiques de 
I'oxydation des LDL par la myeloperoxydase sont egalement 
avantageusement exploitees dans un but de diagnostic. 

20 

On a ainsi realise une oxydation du LDL sur microplaque 
afin de mettre au point un des tests selon 1' invention 
base sur la cinetique de I'oxydation. 

25 Ce test comprend 3 etapes : 

1) Fixation des LDL du plasma sur un anticorps polyclonal 
anti-apo B 

2) Oxydation des LDL par le systeme MPO / peroxyde 

30 d'hydrogene. 12,5 mU MPO ont ete utilises en presence de 

40\iM H2O2 par puits, ces conditions ayant ete ensuite 
modifiees pour ralentir I'oxydation, en reduisant de 5 
fois la quantite d' agents pro-oxydants et en utilisant 2,5 
mU MPO et 8pM H2O2 par puits. 

35 3) Reconnaissance d'un epitope specif ique de LDL oxydees 
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par un anticorps monoclonal selon 1' invention 

4) Reconnaissance de 1' anticorps monoclonal par des IgG 

couplees a la phosphatase alcaline, anti IgG de souris. 

5 Afin d'optimiser les conditions d'oxydation discriminant 

les patients des personnes saines, on a utilise les deux 
anticorps monoclonaux obtenus (anti fraction B et anti 
fraction C/D) a notre disposition. 

10 La procedure du dosage est illustree a la FIG. 6 . 

Plusieurs series d'oxydation ont 6te realisees sur des 
plasma provenant de volontaires sains et de patients - 
L'oxydation des LDL a ete suivie au cours du temps par 
1' apparition des epitopes B et C, II est apparu 
rapidement necessaire de determiner une valeur seuil 
d*oxydation d^finissant une oxydation normale ou 
pathologique. A cet effet, la mesure d'un rapport C/B 
peut constituer un standard interne de la reaction. 

Vingt-cinq echantillons provenant de volontaires sains 
ont ete testes afin de determiner une valeur moyenne 
«normale » du rapport C/B, la moyenne obtenue correspond a 
un rapport C/B de 1,26 et I'ecart-type est de 0,16. La 
gamme « normale » etablie correspond done a un rapport C/B 
allant de 0,94 a 1,58 (moyenne ± 2 SD) . 

Les plasmas de 33 patients ont ete testes et ont ete 
compares a la gamme «normale » etablie sur des plasmas de 
30 personnes « saines ». Onze d'entre eux se distinguaient de 

la «normale» (FIG. 6). Parmi les patients presentant une 
sensibilite a 1' oxydation superieure a la « normale »/ il 
etait particulierement int^ressant de noter que certains 
ne presentaient pas de facteurs de risque classiques tels 



20 
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que cholesterol et/ou triglycerides eleves, ou plus 
r^cents conune les LDL petites et denses ou la Lp(a), et 
que cependant il presentaient une coronaropathie severe 
(angor instable, infarctus, ... ) . 

Ce test s'est done revele d'un grand interet en prevention 
primaire en mettant en evidence un risque potentiel alors 
que les autres parametres utilises courantment s'averent 
negatifs. 

La FIG. 7 illustre ainsi une comparaison de la 
sensibilite a I'oxydation des LDL de 33 patients par 
rapport k une population controle, les r6sultats etant 
exprimes en pourcentage par rapport au controle. 

La reproductibilite intra essai, test§e par la 
realisation de plusieurs cin^tiques sur une meme plaque, 
est tout a fait acceptable. Par centre, la 
reproductibilite inter-essais, testes par comparaison des 
r6sultats obtenus pour un meme 6chantillon sur des plaques 
differentes, est mediocre. On introduira done un 
echantillon controle sur chaque plaque pour pouvoir 
interpreter les r^sultats obtenus sur differentes plaques. 

Les cinetiques obtenues montrent qu'avec I'anticorps 
anti-fraction B, les r^sultats sont tres reproductibles 
alors que ceux obtenus avec I'anti C/D presentent des 
variations. II a en effet et§ verifie qu'un meme individu 
pris a different moments donnait des resultats 
comparables, en effectuant 3 prises de sang a plusieurs 
jours d' intervene chez un m§me volontaire. 

On peut done eonclure que la mesure de la cinetique 
d'oxydation des LDL peut etre effectuee dans de bonnes 
conditions en utilisant I'anticorps anti-fraction B. 
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6, Test Elisa de mesure d ' autoanticorps circulants diriqes 
centre les LDL oxydees (fraction B) , 

Selon encore un autre aspect de 1* invention on propose un 
test base sur la detection des anticorps naturels 
(denommes ci-apres autoanticorps) dans le plasma, diriges 
centre des LDL oxydees par la myeloperoxydase . 

On a en effet observe que le plasma contient des 
autoanticorps diriges specif iquement contra les fractions 
de LDL oxydees par la myeloperoxydase en presence de H2O2/ 
et non centre les fractions obtenues par oxydation avec 
d'autres agents tels que le sulfate de cuivre, I'AAPH ou 
un azoinitiateur . 

Le taux d • autoanticorps reconnaissants ces LDL oxydees est 
un reflet du statut oxydatif dans la mesure ou la 
modification des LDL resulte en 1' apparition de nouveaux 
epitopes rendant les lipoproteines plus antigeniques . Ce 
dosage permet egalement d'evaluer la capacite du systeme 
immunitaire a repondre a 1' apparition de ces LDL 
modif iees • 

Selon 1' invention on propose done un test de type ELISA 
permettant de determiner quantitativement la presence 
d' autoanticorps centre des sous-fractions specif iques chez 
des malades presentant une pathologie cardio-vasculaire . 

Un des tests selon une mise en oeuvre de 1' invention peut 
se resumer de la faq:on suivante : 

- fixation des LDL oxydees ou des VLDL oxyd6es par la MPO 
sur la plaque 
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- addition des sera dilues 1/10 et 1/50 
reconnaissance des anticorps fixes a I'aide d' un 
anticorps polyclonal de chevre anti IgG humaine (chaine 
lourde et legere) couple a la phosphatase alcaline 

5 - revelation par le substrat de la phosphatase alcaline 

(paranitrophenylphosphate dans un tampon 
diethanolamine) . 

- lecture a 410 nm, avec la reference a 630 nm 

'0 tableau suivant indique les reponses observees pour 5 

patients, sous la forme des rapports entre le signal 
obtenu avec des LDL oxydees de differentes manieres et 
celui du blanc correspondant , c'est a dire pour les LDL 
natives. Un rapport de 1 (ou <1) signifie que 

15 I'echantillon ne contient pas d ' autoanticorps diriges 

centre les LDL oxydees. A 1' inverse, on peut postuler 
qu^un rapport > 2 traduit la presence d ' autoanticorps . 



patient LDL oxydees par Cu par AAPH par MPO 

20 1 1, 37 1,34 3, 27 

2 <1 1,18 <1 

3 <1 1,25 3,91 

4 <1 1,47 3,74 

5 1,04 1,22 <1 



25 



30 



Sur 3 des 5 sujets, on observe la presence d * autoant icorps 
diriges contre les LDL oxydees par la MPO, alors qu » aucun 
sujet ne parait contenir d ' autoanticorps contre les LDL 
oxydees par le cuivre ou I'AAPH. 

L' invention demontre done la faisabilite et les 
avantages du dosage de LDL modifiees par 1 • action de la 
MPO dans la circulation. 
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7. Applications therapeutiques et preventi ves 

Selon un autre aspect de 1 ' invention on propose une 
methode de traitement immunotherapeutique consistant a 

5 traiter le sang d'un patient pour en retirer les 

antigenes (fractions de LDL oxydees, en particulier 
fraction B) . Cette methode consiste a faire passer le sang 
, ou une fraction de sang, d'un patient dans un systeme ou 
il entrera en contact avec des anticorps anti-fraction B 

10 immobilises par une fraction B de LDL oxydee, par exemple 

sur une colonne d ' immunoabsorption specif ique, avant 
d'etre retourne au patient, le sang ou la fraction de sang 
etant debarrasse desdits autoanticorps . 



15 Selon encore un autre aspect de 1' invention on propose une 

immunisation passive par administration a un patient k 
risque., d' anticorps selon 1' invention, par injection ou 
perfusion. Ce type de traitement pourrait s'appliquer, 
par exemple, apres une operation de pontage coronarien. 

20 

Enfin selon un dernier aspect de 1' invention, on propose 
d'injecter a un patient des proteines ApoBlOOox apte a 
susciter une reponse immunitaire favorable. 
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REVENDICATIONS 



Composition constituee d'au moins une fraction oxydee 
de LDL obtenue par oxydation in vitro de LDL par I'acide 
hypochloreux ou par un systeme biologique ou chimique 
generateur d'acide hypochloreux. 

2. Composition selon la revendication precedente 
caracterise en ce que 1' oxydation est effectuee par 
action du peroxyde d'hydrogene et de myeloperoxydase , 

2. Composition constituee d'au moins une fraction oxydee 
de LDL telle que pouvant etre obtenue par le peroxyde 
d'hydrogene ou le couple glucose/glucose-oxydase en 
presence de myeloperoxydase et d'ions chlorures. 

4. Composition selon la revendication 1, 2 ou 3 purifiee 
par chromatographie. 

5. Composition selon la revendication precedente obtenue 
en utilisant une separation par chromatographie du type 
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC). 

6. Composition selon la revendication precedente obtenue 
en utilisant des tampons de concentrations croissantes en 
sels . 



7. Fraction B de LDL oxydee telle que pouvant etre 
obtenue par une chromatographie de type FPLC a partir de 
LDL oxydee en presence de myeloperoxydase comme illustre a 
la Fig. 1. 

8. Composition selon n • importe laquelle des revendications 
precedentes qui a egalement ete purifiee par 

immunoaf finite . 
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9. Composition selon la revendication precedente purifiee 
par immunoaf finite en utilisant une colonne composee d'un 
anticorps monoclonal couple a une matrice et dirige contre 

5 ladite fraction. 

10. Composition selon la revendication precedente dans 
laquelle la colonne est une colonne de Sepharose active ou 
de billes de verre. 

10 

11. Composition selon n'importe laquelle des 
revendications pr6cedentes caract6risee en ce qu'elle 
constitue ou est identique a une sous-fraction (B), sous- 
fraction des LDL oxydees la plus proche des LDL natives 

15 (A) en chromatographie du type Fast Protein Liquid 

Chromatography avec une colonne echangeuse d' anions Mono 
Q- 

12. Composition selon n'importe laquelle des 

20 revendications 1^8 caracterisee en ce qu'elle est 

identique ou constitue une sous-fraction (C) , sous- 
fraction des LDL oxydees qui suit la sous-fraction (B) en 
chromatographie du type Fast Protein Liquid Chromatography 
avec une colonne echangeuse d' anions Mono Q. 

25 

13. Composition constitute d'une fraction oxydee de LDL 
obtenue par oxydation in vitro de LDL par le couple 
glucose/glucose oxydase en presence de mytloperoxydase 
caracterisee en ce qu'elle comprend la sous-fraction D, 

30 sous-fraction des LDL oxydees la plus eloignee des LDL 

natives en chromatographie du type Fast Protein Liquid 
Chromatography avec une colonne echangeuse d' anions Mono 
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14. Composition selon la revendication 13 caracterisee en 
ce qu'elle est constituee d'un melange des sous-fractions 
C et D. 

15. Composition selon la revendication 1 ou 2 dans 
laquelle la myeloperoxydase utilisee est une 
myeloperoxydase recombinante humaine. 

16. Ant icorps monoclonal dirige contre un ou plusieurs 
composant d'une composition selon n*importe laquelle des 
revendications 1 a 15. 

17 - Precede d'obtention de fractions oxydees de LDL 
caracterise en ce que les LDL sont oxyd6es par addition de 
peroxyde d'hydrogene en presence de myeloperoxydase et la 
fraction oxydee resultante est separee puis fractionnee 
par chromatographie de type Fast Protein Liquid 
Chromatography (FPLC) en utilisant des tampons de 
concentration croissantes en sels. 

18 " Utilisation des fractions d'oxydation selon 
n'importe laquelle des revendications 1-15 ou obtenues 
selon la revendication precedente pour I'obtention 
d'anticorps monoclonaux. 

19 - Antigene constitue par une fraction d'oxydation 
isolee selon le precede de la revendication 14. 

20 - Antigene selon la revendication precedente constituee 
par la fraction B, fraction des LDL oxydees la plus 
proche des LDL natives en chromatographie du type Fast 
Protein Liquid Chromatography avec une colonne echangeuse 
d' anions Mono Q. 



20 
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21 - Antigene selon la revendication 16 constitue par la 
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fraction C ou la fraction B, ou un melange de ces 
fractions d'oxydation de LDL. 



22 - Anticorps monoclonal dirige centre un des antigenes 
5 des revendications 19 ^ 21- 



23 - Anticorps monoclonal produit par I'hybridome 
AG948F4A2 depose au BCCM sous le numero LMB 5829CB le 19 
decembre 2001- 

24 - Anticorps monoclonal produit par I'hybridome EB2G3G2 
depose au BCCM sous le numero LMBP 5831CB le 19 decembre 
2001, 



15 25 - Anticorps monoclonal produit par I'hybridome 

EB2E9G621H2 depose au BCCM sous le numero LMBP 5830CB le 
19 decembre 2001. 

26 - Anticorps monoclonal produit par I'hybridome 14A2G6 
20 d6pos6 au BCCM sous le numero LMBP 58 31CB le 19 decembre 

2001. 



27 - Hybridome AG948F4A2 d6pos6 au BCCM sous le numero le 
19 decembre 2001. 

28 - Hybridome EB2G3G2 depose au BCCM sous le numero le 
19 decembre 2001. 



29 - Hybridome EB2E9G621H2 depose au BCCM sous le numero 
30 le 19 decembre 2001. 



30 - Hybridome 14A2G6 depos6 au BCCM sous le num6ro le 
19 decembre 2001. 
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31 Utilisation d ' un anticorps selon n'importe laquelle 
des revendications 16 ou 22 ^ 26 pour un test d'oxydation 
ex vivo de LDL d'un patient. 

32 - Utilisation d'un anticorps selon une des 
revendications 16 ou 22 a 26 pour un test de mesure de 
LDLox circulantes dans le sang humain. 

33 - Utilisation d'une fraction de LDL oxydee isolee 
comme standard pour la determination d ' autoanticorps 
antifraction oxydee chez un patient. 

34 - Utilisation selon la revendication 33 dans laquelle 
la fraction oxydee est la fraction B. 



35 - Test , notanmient pour la determination du risque 
cardio-vasculaire d'un patient, caract§ris6 en ce qu'il 
comprend les Stapes suivantes : 

- fixation d'un anticorps monoclonal anti-fraction B sur 
20 un substrat solide 

- extraction des LDL oxyd6es du plasma par adsorption sur 
1' anticorps monoclonal 

- reconnaissance des LDL fix§es a I'aide d'un anticorps 
polyclonal anti-apoB 

- revelation quantitative de 1' anti-corps polyclonal 

- determination de la concentration en LDLox. 

36 - Test selon la revendication 24 dans laquelle la 
revelation quantitative se fait par action de la 
phosphatase alcaline coupl6 ^ un anticorps dirige contre 
1' anticorps polyclonal anti-apo B. 

37 - Test selon la revendication pr^cedente dans lequel 
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I'anticorps polyclonal anti-apo B est un anticorps de 
lapin et 1* anticorps couple a la phosphatase alcaline est 
un anticorps de chevre anti-IgG(Fc) de lapin. 

5 38 - Test selon la revendication 35 dans lequel 

1' anticorps polyclonal anti-apoB est couple a une 
peroxydase . 



39 - Test selon la revendication 35 dans lequel^ la 

10 concentration de LDLox dans 1 ' echant illon est determinee 

par comparaison avec un echantillon ou une ganune standard 
soit de la fraction B de LDL oxyd6e par la MPO et isolee 
par FPLC (fraction Box), soit de ApoBlOOox oxydee par 
I'acide hypochloreux ou un systeme generant de I'acide 

15 hypochloreux. 

40 - Test selon la revendication 35 ou 39 dans lequel le 
plasma est prealablement dilue entre 5 et plus de 40 fois. 

20 41 - Test selon n' importe laquelle des revendications 35 a 

40 dans lequel les IgG du plasma sont eliminees par des 
techniques d ' immunoprecipitation • 

42 - Precede de determination du taux circulant de LDL 
25 oxydees caracterise en ce qu'il utilise des anticorps 

monoclonaux obtenus a partir d'au moins une fraction des 
LDL oxydees ex-vivo par la myeloperoxydase. 

43 - Proced6 de determination du taux d * autoant icorps 
30 diriges contre les LDL oxydees caracterise en ce qu'il 

utilise des fractions de LDL oxydees selon n' importe 
laquelle des revendications 16 ou 22 a 26. 

44 - Precede de determination de la sensibilite a 

35 I'oxydation par la MPO des LDL presentes dans le plasma 
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caracterise en ce qu'il utilise des anticorps monoclonaux 
selon n'importe laquelle des revendications 16 ou 22 a 26. 

45 - Precede de diagnostic pour la prevention des 
accidents cardiovasculaires faisant intervenir au moins 
une des trois precedes des revendications 42 a 44. 

4 6 - Proc^de de diagnostic pour appr^cier la s^verite d • un 
risque cardio-vasculaire d'un patient caracterise en ce 
qu'il est base sur les trois paramfetres suivants : 

- taux circulant de LDL oxyd6es par la myeloperoxydase 

- taux d'autoanticorps diriges centre les LDL oxydees par 
la MPO 

- sensibilite a I'oxydation par la MPO des LDL presentes 
dans le plasma du patient. 

47 - Standard pur de la fraction B oxyd6e par la 
myeloperoxydase caract^risee en ce qu'il est obtenu a 
partir de ladite fraction par passage sur une colonne 
d'immunoaf finite comprenant un anticorps monoclonal 
anti-fraction B. 

48 - Proteine ApoBlOOox telle que pouvant etre obtenue et 
purifiee a partir d'une LDL oxydee par action de HOCl . 

49 - Proteine selon la revendication precedente purifiee 
par passage sur une colonne d' immunoaf finite comprenant un 
anticorps monoclonal anti-fraction B. 

50 - Standard utilise dans des tests de diagnostic bases 
au moins partiellement sur la presence de LDL oxydees 
comportant une proteine selon n'importe laquelle des trois 
revendications precedentes. 



35 



51 - Kit d' application diagnostique comprenant au 



moms 
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- un anticorps monoclonal selon n' importe laquelle des 
revendications 16 et 22 a 24. 

^2 - Kit selon la revendication 35 comprenant egalement un 
standard ou une gamme de standards consistant en une ou 
des compositions selon les revendications 1 a 15 et 47 a 
50. 

53 - Test , notamment pour la determination du risque 
cardio-vasculaire d'un patient, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

- fixation de LDL oxyd6es sur un substrat solide 

- fixation d'un anticorps monoclonal anti-fraction B a 
ladite LDL oxydee fixee 

- association des LDL oxydees du plasma audit anticorps 
et liberation de 1' anticorps monoclonal dudit substrat 

- determination de 1* anticorps monoclonal restant fixe 

- determination de la concentration en LDL oxydees du 
plasma . 

54 - Precede de traitement consistant a traiter le sang ou 
des portions de sang d'un patient pour en retirer les 
composants fractions oxydees de LDL, avec des anticorps 
selon n' importe laquelle des revendications 16 et 22 k 24, 
immobilises sur support, par exemple sur une colonne 

d ' immunoadsorption, avant d'etre retourne au patient. 

54 - Procede de traitement consistant a traiter le sang ou 
des portions de sang d'un patient pour en retirer la 
fraction B de LDL oxyd6es par contact avec des anticorps 
anti-fraction B immobilises sur un support 

d' immunoadsorption, avant d'etre retourne au patient. 

55 - Procede de traitement therapeutique ou preventif 
consistant a administrer a un patient, par injection ou 
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perfusion, des anticorps selon n'importe laquelle des 
revendications 16 ou 22 a 24. 

56 - Precede de traitement th^rapeutique ou preventif 
consistant a administrer a un patient, par injection ou 
perfusion, une proteine selon n'importe laquelle des 
revendications 48 ou 49. 
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Reference du dossier du htpo 
dcposanl ou du inandatairc ULB 2 



Dcmandc iutcrnationalc ir 



PCT/ FP0 1/1 5 ? 7 l9 



INDICATIONS RJELATTVES A UN MTCRO-ORGANISME OU 
AUTRE MAT£|U£L BlOLOGIQlfE DEPOSE 

(rfegle 136«du PCT) 



A. Les indications ont trail :su micro-organisme ou autre materiel biologique vise dans la description 
page L6 . Hgnc 5 • 



B. IDENTIFICATION DU DtPOT 



D*autres depots font Tobjet d*une feuille suppiementaire | X| 



Nom dc Pinstitution dc depot 



BCCM - LMBP 

Belgian Coordinated Collections of Microorganisms 



Adressc do i 'institution dc depot (y compris- Ic citJif postal ei ie paw) 



Laboratorium voor Moleculaire Biologie LMBP 
Universiteit Gent (RUG) 

K.L. Ledeganckstraat 35 B-9000 Gent 
Belgique 



Date du depot 



19 decembre 2001 



n'^ d'ordre 



LMBP 5828CB 



C. INDICATIONS SUPPLEMENTAIRES (Je cas- echeant) 



Unc fcuillc supplement aire est jointc i— i 
pour la suite dc ces rcnscigncmcnts I I 



D. ETA'J-S DESIGNfeS POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONl* DONNfeES 
(si Ics indications m: sonf pas donnees pour /ous les ^tars desisnes) 



E- INDICATIONS FOURNIES StPAREMENT (le cas echeani) 



Les indicaiious enuinerccs ci-upres seront foumies ultoricurcment au Bureau international (specifier la nature generale des indicatiotis 
p. ex„ "if d'ordre du depot") 



Reserve a I'office rdoeptcur 



j~| Cctic fcuillc a ci6 rc^c en mcmc leinps que la 



dciniinde intcmaiionale 



Fonciionnaire auioris^ 



Reserve nu Bureau international 



I I Ccttc fcuillc est parvenuc au Bureau iiitcruatioiu\l Ic ; 



Foncnonnairc auloris^ 



Fonnulaire PCT/RO/134 (juillet 1998) 



PCT/EPOl/15279 



Reference du dossier du 
di6posant ou du inandatairc 



ULB2 



Dcmandc intcrnationalc "^^Q'Yj^P 01 / I 5279 



INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORGANISME OU 
AUTRE MATERIEL BIOLOGIQUE DEPOSE 

(r^glelSto'duPCT) 



A. Les indicsiitons ont trait au niicio-organisme ou autre noatericl biologique vise dans ia description 
page 16 , lignc 6 , 



C. IDENTIFICATION 1>U d6p6T 



D'aiilres depots tout I'objet d*une feuille suppl^mentaire | X| 



Nom de rini^itution dc depot 



BCCM - LMBP 

Belgian Coordinated Collections of Microorganisms 



AdrctiSc dc rmstiiution dc depot (v comprls le code postal ei le pays) 



Laborer orium voor Moleculaire Biologie LMBP 
Universiteit Gent (RUG) 

K.L, Ledeganckstraat 35 B-9000 Gent 
Belgique 



Date du depot 

19 d§cembre 2001 


n** d*ordre 

LMBP 5829CB 


C. INDICATIONS SUPrLEMENTAlRES (le ccis ecMant) 


Une fcviillc suppl6tnentairc est jointe |~i 
pour la suite dc ces rensetgnemcnts L—l 



D. ETATS DESIGN^S I*0UR LESQUELS les INOICATIONS SONT DONNtES 
(si les indications m: sonr pas donnecs pour toux les /liats dexisncs) 



E. INDICATIONS FOURN'lES SfePAR^MEIST (le cos echeant) 



Les indications cnumcrccs ci<aprcs seront foumies ultcricorcmcnt au Bureau intcmational (specifier la nature generate des indications 
p. ex., d'ordrv du depot") 



Reserve a 1 'office iiSccptcur 



□ Ccuc fcuillc a rcguc en mtmc icmps que la 
dcmandc intcmationale 



I'oncitonnaire autoris^ 



Reserve nu Bui^nu iateroational 



I I Cetrc fcuillc est parvetiuc au Bureau imcriiaTional Ic : 



Foiictioimaire autori$6 



Fomiulaire PCT/RO/134 QxnWct 1998) 



SDOCID: <WO 0250550A2_I_> 



PCT/EPOl/15279 



Reference du dossier du 
d^po$;ini ou du mandatairc 



ULB2 



Dcmandc inicroadonalc 



TCT/EPOI / I 5 27d 



I^rDlCATroNs relatives a un NficRO-ORC.AmsME ou 

AUTRE MATERIEL BIOLOGIQlfE DfePOSE 
(rfegle 136/19 du PCT) 



A. Les indications ont trait au micfTKirganis-me ou autre materiel biologique vise dans la description 
pAgc L6 , lignc 7 . 



B. IDENTIFICATION Oil DfiPOT 



D*auires depots font t*objet d'une /euille supplementaire | X| 



Nom de Tinstitution dc depot 



BCCM - LMBP 

Belgian Coordinated Collections of Microorganisms 



Adressc de riiistitution de depot Cv campris le code postal et te pays) 



Laboratorlum voor Moleculaire Biologie LMBP 
Universiteit Gent (RUG) 

K.L. Ledeganckstraat 35 B-9000 Gent 
Belgique 



Date du depot 



19 decembr'e 2001 



n** d'ordre 



LMBP 5830CB 



C. INDICATIONS SUPPLEMENTAIRES fle cos echcantj 



Unc fcuillc supplcmcittairc est jointc r— i 
pour la suite dc ccs Tcnseigpicmcnts l_l 



D. E TATS DESIGN'ES POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 
(si le.\' indications ne sont pas donnecs pour lous las Ltats dcxifines) 



E. INDICATIONS FOURNIES S^PAREMENT Oe cas echeant) 



Lcs indicniions enumcrces ci-apres seroni fournics uhcricurcmcnt au Bureau inicmational (specifier la nature generah des indications 
p. ex., "if d'ordre du depot") 



Reserve a rofficc rcccpteur 



I I Cciic fcuillc a cte re<;uc en mcine temps que la 
' — ' dcmimdc intcmaiionale 



Tonciionnaire auiorise 



Reserve nu Bureau international 



|~| Celtc fcuille csi parv^etiuc au Bureau international !c 



Fonctioimairc auiorise 



Fomiulaire PCT/RO/134 Ciuillct 1998) 



PCT/EPOl/15279 



Reference d\i dossier du 
d^posani ou du inandncairc 



ULB2 



Dcmandc Internationale 



PST/FP 0 1/1 sTtI 



INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORCANISME OU 
AUTRE MATfeRIEL BIOLOGIQl-'E DEPOSfe 

(r6gle 136«du PCT) 



A. Les indications oni trait au niicn)-organisnie ou autre materiel biologique vise dans la description 
page L6 . Hgnc 8 . 



B. IDENriFICA TION DU DtVOl 



D'aiJtres depots !bni Tobjet d'une reuille supplement£iire [Tj 



Norn de rinsiiixition dc dcpoi 



BCCM - LMBP 

Belgian Coordinated Collections of Microorganisms 



Adresse dc 1 'institution de depot (v cumpris Ic coda postal et fe pays) 



Laborat or ium voor Moleculaire Biologie LMBP 
Universiteit Gent (RUG) 

K.L. Ledeganckstraa t 35 B-9000 Gent 
Belgique 



Date du depot 



19 decembre 2001 



n" d'ordre 



LMBP 5831 CB 



C. INDICATIONS SUPPLEMENTAIRES (It ceo ecJicantj 



Unc feu i lie suppiemcnlaire csi jointc i — i 
pour la suiic de ces rcnscig;ncments l_l 



D. E TATS DESIC.N^:S POUR LESQUELS LES INDICATIONS SOKV DONNEES 
(si /g.v indications tie sonf pas donnccs pour lom U*s (itats dc.tigncs) 



E. INDICATIONS FOLRMES S^PAREMENT fie cas echeant) 



Les indications cnuincrccs ci-apres seront foiimies uUcricurcmeni au Bureau international (specifier la nature generate des indications 
p. ex., "if d'ordrv du depot'*) 



Reserve a roflicc rcccptcur 



I j Ccuc fcuillc a ei<^ rc«;uc en mcine temps que la 
I— ' dcmandc intemalionale 



Ponciionnaire autorise 



Rescjvc au Bureau intcrnntionat 



I I Ccltc fcuillc paiA'CMiue au Bureau international Ic 



Fonetionnairo autorise 
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